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摘  要：肿瘤是一种代谢疾病，癌基因表达对肿瘤细胞代谢的影响是目前肿瘤研究的热点之一．本文利用基于核磁共
振氢谱（1H NMR）的代谢组学方法对癌基因 SIRT7 低表达胶质瘤细胞株的代谢特征进行分析，寻找与 SIRT7 基因表
达相关的特征性代谢物和代谢通路．分析结果表明，SIRT7 基因低表达组与对照组细胞的代谢轮廓存在显著性差异，
其细胞水溶性萃取物中有 22 种代谢物浓度发生明显变化．与对照组相比，SIRT7基因低表达胶质瘤细胞株中乳酸、甘
氨酸、谷氨酸等 12种代谢物浓度升高；缬氨酸、亮氨酸、赖氨酸等 10种代谢物浓度降低．通路富集分析提示氨酰-tRNA
生物合成、氨基酸代谢等代谢通路与 SIRT7 低表达密切相关．以上结果为进一步阐明癌基因 SIRT7 调控胶质瘤细胞代
谢的作用机制提供了理论依据．  
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Abstract: Tumor is a metabolic disease. The effect of oncogene expression on the metabolism of cancer cells is one of the 
hotspots in cancer research. In this study, 1H NMR-based metabonomics analysis was used to explore the metabolic 
characteristics of glioma cell lines with low expression of SIRT7, and to identify the characteristic metabolites and metabolic 
pathways related to the expression of SIRT7. The results showed that there were significant differences in metabolic profiles 
between the SIRT7 low expression group and the control group, and 22 aqueous metabolites were found to vary significantly. 
Compared with the control group, the concentration of 12 metabolites including lactate, glycine, and glutamate, and so on, 
increased in SIRT7 low expression glioma cell lines, while the concentration of 10 metabolites such as valine, leucine, lysine, 
et al. decreased. Pathway enrichment analysis indicated that the metabolic pathways of aminoacyl-tRNA biosynthesis, tyrosine 
metabolism, and so on, were closely related to the low expression of SIRT7. The results provide a theoretical basis for further 
mechanism elucidation of SIRT7 regulating glioma cell metabolism. 
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引  言 
肿瘤是一种代谢性疾病，癌基因表达对肿瘤细胞代谢的影响是目前肿瘤研究的热点之一 [1]． 
Sirtuin7（SIRT7）属于组蛋白去乙酰基酶家族，是一种烟酰胺腺嘌呤二核苷酸（NAD+）依赖性的高
度保守的去乙酰基酶[2]．SIRT7 基因位于第 17 号染色体长臂 25区 3 带（17q25.3），其编码蛋白主要
定位于细胞核[3]．研究表明，SIRT7 蛋白可以通过将启动子上的组蛋白 H3K18 去乙酰化，参与细胞的
多种生理过程，包括 rRNA 转录与修饰、细胞衰老和凋亡，以及 DNA 损伤修复等[4]．此外，SIRT7
蛋白也可以与其它蛋白，如 p53（K382diAC）[5]等相互作用，对其进行转录后的去乙酰化修饰．还有
研究发现 SIRT7 蛋白除了具有去乙酰化转移酶活性以外，还具有去长链脂肪酰化[6]和去琥珀酰化转移
酶活性[7]的功能，从而在细胞应激与代谢等生理过程中发挥重要作用．随着研究的深入，目前可以证
实 SIRT7 基因的异常表达与心血管疾病、糖尿病以及多种肿瘤的发生发展密切相关[5,8]．尽管如此，
SIRT7 基因调控疾病发生和发展的分子机制并未完全阐明．在肿瘤研究中，越来越多的研究发现 SIRT7
基因具有癌基因属性．在胃癌、乳腺癌等肿瘤组织中，SIRT7 基因均被发现存在异常表达，且这种异
常表达与肿瘤细胞的增殖侵袭密切相关[9,10]．在胶质瘤研究[11]中，研究者发现与正常脑组织相比，SIRT7
基因在瘤组织中的表达明显上调；同时，抑制 SIRT7 基因表达可以显著抑制胶质瘤细胞的增殖和侵袭
能力．由此可以推测 SIRT7 基因很可能是胶质瘤恶性进展过程中的重要癌基因之一．胶质瘤恶性进展
伴随着肿瘤细胞代谢特征的改变，但其分子机制仍未完全阐明．而且目前，SIRT7 基因对胶质瘤细胞
代谢特征的影响及作用机制尚未见相关报道． 
本文以 SIRT7 基因稳定低表达的胶质瘤细胞株为研究对象，利用核磁共振氢谱（1H NMR）对
该细胞株的水溶性萃取物进行代谢组学分析，寻找胶质瘤细胞中与 SIRT7 基因表达相关的特征性代
谢物和代谢通路，重点探讨 SIRT7 基因表达变化对胶质瘤细胞恶性特性及代谢特征的影响．研究结
果将为阐明恶性进展中胶质瘤细胞代谢特征改变的分子机制提供有利的理论依据．  
1  实验部分 
1.1  细胞培养 
本课题组利用 shRNA 干扰技术转染恶性胶质瘤细胞系 U251，获得了稳定低表达 SIRT7 基因的
转染 shRNA-SIRT7 质粒的细胞株 Sh7 和正常表达 SIRT7 基因的转染对照序列的细胞株 ShC，两种
细胞株均液氮保存；体外复苏后，使用含 10%血清的 DMEM 完全培养基，在 37 ℃以及 5% CO2培
养箱内进行培养；细胞培养 1~2 天进行换液；当细胞汇合度达到 80%时，进行细胞传代． 
1.2  蛋白质免疫印迹（Western blot）检测细胞中 SIRT7 蛋白表达 
Western blot 检测使用的抗体购于 CST 公司．细胞株 Sh7 和 ShC 接种在 6 孔板，培养 48 h，提
取两组细胞总蛋白并用双辛酸（BCA）法测定蛋白浓度；两种样本分别取 20 μg 总蛋白进行十二烷
基硫酸钠-聚丙烯酰胺凝胶电泳（SDS-PAGE），并用增强化学发光法（ECL）显影检测 SIRT7 蛋白
表达情况，使用-actin 蛋白作为内参． 
1.3  逆转录-聚合酶链反应（RT-PCR）检测细胞中 SIRT7mRNA 表达 
TRIzol 试剂盒及 cDNA 逆转录试剂盒购于宝生生物公司（Takara）．Sh7 和 ShC 接种在 6 孔板，
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培养 48 h，采用 TRIzol 试剂盒提取各组细胞总 RNA 并逆转录为 cDNA．SIRT7 基因的上游引物序
列为：5’-CAG GGA GTA CGT GCG GGT GT-3’，下游引物序列为5’-TCGGTCGCCGCTTCCCAGTT-3’；
内参基因 GAPDH 的上游引物序列为：5’-AGCCACATCGCTCAGACAC-3’；下游引物序列为
5’-GCCCAATACGACCAAATCC-3’．实验采用 SYBR Green 法进行荧光定量 PCR 扩增． 
1.4  3-(4,5-二甲基噻唑-2)-5-(3-羧甲基苯基)-2-(4-磺苯基)-2 氢-四唑内盐（MTS）法测定细胞增殖 
MTS 试剂购于 Promega 公司．Sh7 和 ShC 接种在 96 孔板（每孔接种 4 000 个细胞）．将细胞
接种的时间点设定为 0 h，分别在接种后 24 h、48 h、72 h 三个时间点检测细胞的增殖能力．向接种
有细胞的 96 孔板中加入 20 μL MTS 试剂，在 37 ℃培养箱继续培养 4 h 后，在 490 nm 波长下测量
每个样品孔的吸光度，作为判断细胞增殖的依据。 
1.5  水溶性细胞萃取液制备 
Sh7 和 ShC 分别接种于 10 cm 培养皿，每组细胞样本设置 6 个平行样．细胞培养至汇合度约
90%
[12]时，利用直接刮取法制备细胞萃取液，主要操作步骤如下：倒掉细胞培养液，在培养皿中加
入 2 mL 冷甲醇（20 ℃）对细胞进行灭活，利用细胞刷将细胞刮离培养皿，并将细胞甲醇溶液转
移到 15 mL 离心管，并加入 2 mL 氯仿和 1.95 mL 的超纯水．漩涡振荡 5 min，静置 15 min；在转速
14 000 rpm、4℃条件下，离心 30 min，取上层液体，并用氮吹仪吹干，重新加入 500 μL D2O 和 50 μL 
D2O 配制的含 0.1% 2,2,3,3-d(4)-3-(三甲基硅基 )丙酸钠（TSP）的磷酸盐缓冲液（1.5 mol/L 
K2HPO4/NaH2PO4, pH=7.4），混合均匀后在转速 14 000 rpm、4 ℃条件下离心 15 min．随后取上清
500 μL 加入到 5 mm的 NMR 样品管中，用于后续分析． 
1.6  NMR 实验 
1
H NMR 谱图在 Bruker AvanceIII 600 MHz NMR 谱仪上采集，实验温度是 298 K，采用的脉
冲序列为 [(RD)-90˚-t1-90˚-m-90˚-ACQ]（来自 Bruker Biospin pulse program library）：t1=6.6 μs，
m=120 ms，水峰压制在等待时间（RD=3 s）中进行．采集点数（TD）为 32 k，谱宽（SW）为 10 kHz，
累加次数（NS）为 256 次，空采次数（DS）为 16 次．使用 Topspin 2.1（Bruker Biospin）处理谱
图，自由感应衰减（FID）信号在傅里叶变化之前进行指数窗函数处理，线宽因子（lb）为 0.3 Hz． 
1.7  数据分析 
细胞增殖、蛋白定量等检测值用平均值±标准差（mean±SD）表示，并使用 GraphPad Prism5 软
件中的 t 检验或非参数检验进行组间统计学分析，p<0.05 表示有统计学差异． 
使用 MestReNova 6.5（Mestrelab Research S.L，Spain）对 NMR 谱图进行手动相位和基线校正，
并以 TSP 定标（H 0.00）后，进行分段积分．积分区域为H 0.2~9.5，水峰区域（H 4.5~5.2）被剔
除以消除水峰抑制效应对谱线积分的影响，积分间隔为 1.8 Hz．采用总面积归一化方式得到 X 矩
阵．利用 SIMCA-P12+ 软件（Umetrics Inc.，Umea，Sweden）对 X 矩阵进行多变量分析．在进行多
变量分析之前，采用帕莱托换算（Pareto Scaling）对数据实行缩放换算．特征性代谢物寻找主要采
用如下方式：首先进行无监督的主成分分析（PCA），初步判断两组之间的代谢模式是否存在明显
差异；然后通过有监督的偏最小二乘判别分析（PLS-DA）进一步验证 PCA 结果的可靠性，并通过
7 次循环交互验证（7-fold cross validation）和置换排列验证（RPT）的方法验证 PLS-DA 模型的可
靠性；之后使用正交偏最小二乘分析（OPLS-DA）进行特征性变量（bin）的筛选．筛选标准主要
520                           波    谱    学    杂    志                       第 36 卷 
     
依据第一预测主成分（Predictive component）的变量权重重要排序（VIP）值和相关系数（r）．因
为实验样品数量为 12，所以在显著性 p=0.05 和 p=0.01 时的相关系数阀值的绝对值为 0.532 和
0.661．对 VIP≥1 和|r|>0.532 或 0.661 变量进行归纳，从而找出对 Sh7 和 ShC 两组差异有贡献的特征
性代谢物．本文利用 ChenomxNmrSuite 软件（Chenomx Inc.，Edmonton，Canada），结合我们课题
组已发表的文献数据[12]及 HMDB 数据库（http://www.hmdb.ca/）对特征性代谢物进行信号归属和指
认．代谢通路分析利用网站服务器 MetaboAnalyst（https://www.metaboanalyst.ca/MetaboAnalyst/faces/ 
home.xhtml）进行． 
2  结果与讨论 
2.1  胶质瘤细胞株 SIRT7 基因的表达水平与增殖能力检测 
我们首先检测了 Sh7 和 ShC 两种细胞株中 SIRT7 基因在蛋白和 mRNA 水平的表达情况，并在
传代培养 24 h、48 h、72 h 时检测了两种细胞的增殖能力．如图 1 所示，shRNA-SIRT7 质粒转染可
以显著降低胶质瘤细胞中 SIRT7 基因在蛋白[图 1(a)]和 mRNA 水平[图 1(b)]的表达量．MTS 增殖实
验[图 1(c)]结果证实，SIRT7 基因低表达的胶质瘤细胞株的增殖能力弱于对照组；至传代培养 48 h
时，两组细胞的增殖能力已存在显著的统计学差异（p<0.05）．因此，根据细胞生长特点，后续代
谢组学实验选取传代培养 48 h 的细胞样品进行分析． 
 
 
图 1  Sh7和 ShC两种细胞株中 SIRT7基因在蛋白和mRNA水平的表达情况，以及增殖能力的比较. (a) Western blot检测 SIRT7
蛋白表达水平；(b) RT-PCR 检测 SIRT7mRNA 表达水平；(c) MTS 实验检测细胞增殖能力 
Fig. 1  Comparison of SIRT7 protein expression level, SIRT7mRNA expression level and cell proliferation between Sh7 and ShC 
cell lines. (a) Western blot analysis of SIRT7 protein expression level; (b) RT-PCR analysis of SIRT7mRNA expression level; (c) 
MTS analysis of cell proliferation 
 
2.2  SIRT7 基因低表达胶质瘤细胞株的代谢模式分析 
为了明确 SIRT7 基因低表达是否引起胶质瘤细胞代谢改变，我们对传代培养 48 h 的低表达 SIRT7
基因组（Sh7）和对照组（ShC）的细胞水溶性萃取液进行 1H NMR 谱图采集与分析．获得谱图（论
文网络版图 S1）后，我们首先进行无监督的 PCA 分析．由 PCA 得分图（图 2）可知，Sh7 与 ShC
细胞株的代谢模式存在明显差异．在 PCA 分析之后，又通过有监督的 PLS-DA 进一步验证 PCA 结
果的可靠性．由 PLS-DA 得分图[图 3(a)]可知，在以第一主成分和第二主成分构成的空间（tp1/tp2）
里，Sh7 和 ShC 可以较好区分，而且 RPT 结果[图 3(b)]表明二分类模型没有出现过拟合现象，具有
很好的数据预测能力．以上结果说明，与 ShC 对照组相比，Sh7 细胞株的代谢模式发生了明显变化． 
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图 2  Sh7 和 ShC 细胞水溶性萃取液主成分分析（PCA）的得分图 
Fig. 2  PCA scores plot of aqueous metabolites extraction from Sh7 and ShC cell lines 
 
 
 
图 3  Sh7 和 ShC 细胞水溶性萃取液的 PLS-DA 分析. (a) PLS-DA 得分图，LDA 表示线性判别分析；(b) 置换排列验证实验 
Fig. 3  The PLS-DA results of aqueous extracts from Sh7 and ShC cell lines. (a) The PLS-DA scores plot, LDA represents linear 
discriminant analysis; (b) Response permutation test 
 
2.3  SIRT7 基因低表达对胶质瘤细胞代谢影响的特征性代谢物分析 
我们进一步通过 OPLS-DA 得分图与载荷图（图 4），对区分两组细胞代谢模式有贡献的特征
性代谢物进行了筛选，共发现 22 个特征性代谢物（表 1）．进一步以这些特征性代谢物在各组样品
中的归一化后的积分值作为其相对浓度进行 t 检验分析，结果与载荷图分析一致．与对照组相比，
SIRT7 基因低表达胶质瘤细胞株中含量增加的代谢物有 12 种：丁酸盐（butyrate）、乳酸（lactate）、
丙氨酸（alanine）、谷氨酸（glutamate）、谷氨酰胺（glutamine）、谷胱甘肽（glutathione）、肌酸
（creatine）、磷酸肌酸（creatine phosphate）、牛磺酸（taurine）、甘氨酸（glycine）、腺嘌呤核
糖核苷酸（AMP）、延胡索酸盐（fumarate）；含量降低的代谢物有 10 种：缬氨酸（valine）、亮
氨酸（leucine）、异亮氨酸（isoleucine）、赖氨酸（lysine,）、乙酰胺（acetamide）、天冬氨酸（aspartate）、
磷酸胆碱（PC）、酪氨酸（tyrosine）、苯丙氨酸（phenylalanine）和甲酸盐（formate）． 
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图 4  Sh7 和 ShC 细胞水溶性萃取液的 OPLS-DA 得分图（左）与载荷图（右）. 左图中 LDA 表示线性判别分析. 右图中红色
表示差异最为显著（|r|>0.661 且 VIP>1）；橘色表示差异显著（0.532<|r|<0.661 且 VIP>1）；蓝色表示差异不显著（NS） 
Fig. 4  The OPLS-DA scores plot (left) and the coefficients-coded loadings plot (right) of aqueous metabolites extraction from Sh7 
and ShC cell lines. LDA (left) represents linear discriminant analysis. The red color (right) indicates that the variables are very 
significant (|r|>0.661 and VIP>1); orange color indicates that the variables are significant (0.532<|r|<0.661 and VIP>1); blue color 
indicates that the variables are insignificant (NS) 
 
 
表 1  特征性代谢物的相关信息 
Table 1  Characteristic metabolites information 
No. Metabolites H (multiplicity) |r| VIP 
1 butyrate 0.90(t), 1.50(m), 2.10(t) 0.587 1.280 
2 lactate 1.33(d), 4.11(q) 0.731 1.258 
3 alanine 1.47(d), 3.78(q) 0.578 1.472 
4 glutamate 2.08(m), 2.12(m), 2.34(m), 2.37(m), 3.75(m) 0.905 1.854 
5 glutamine 2.13(m), 2.45(m), 3.77(t) 0.892 1.832 
6 glutathione 2.15(m), 2.54(m), 2.97(dd), 3.78(m), 4.20(q) 0.984 2.584 
7 creatine 3.04(s), 3.93(s) 0.942 1.248 
8 creatine phosphate 3.05(s), 4.05(s) 0.982 1.109 
9 taurine 3.27(t), 3.43(t) 0.964 2.163 
10 glycine 3.57(s) 0.632 1.726 
11 AMP 6.10(d), 8.58(s) 0.877 1.287 
12 fumarate 8.46(s) 0.759 1.297 
13 valine 2.26(m), 3.60(d) 0.966 1.156 
14 leucine 0.96(d), 0.97(d), 1.69(m), 1.70(m), 1.73(m), 3.73(m) 0.964 1.688 
15 isoleucine 0.94(t), 1.01(d), 1.21(m), 1.42(m), 2.00(m), 3.67(d) 0.980 1.208 
16 lysine 1.43(m), 1.49(m), 1.70(m) 0.910 1.060 
17 acetamide 2.01(s) 0.975 1.022 
18 aspartate 2.68(dd), 2.81(dd), 3.90(dd) 0.740 1.518 
19 phosphocholine (PC) 3.22(s), 3.60(t), 4.18(m) 0.705 1.243 
20 tyrosine 3.05(dd), 3.19(dd), 6.92(d), 7.19(d) 0.957 1.739 
21 phenylalanine 3.12(dd), 3.30(dd), 3.99(dd), 7.33(d), 7.37(t), 7.43(t) 0.962 1.210 
22 formate 8.46(s) 0.759 1.024 
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这些与 SIRT7基因低表达相关的特征性代谢物中有很多是已报道的胶质瘤恶性表型相关的标志
性代谢物．有文献[13,14]报道，高恶性程度胶质瘤细胞中乳酸含量降低与细胞维持高侵袭能力和抗凋
亡能力相关．SIRT7 基因低表达胶质瘤细胞的增殖和侵袭能力减弱[11]，反映在代谢变化上可能会发
生乳酸含量增加．我们的组学分析结果证实了这一推测．此外，高恶性程度胶质瘤细胞中牛磺酸含
量降低很可能与其抗凋亡和抗氧化功能增强有关[15]．SIRT7 基因低表达胶质瘤细胞中的牛磺酸含量
增加．推测 SIRT7 基因低表达可能会影响细胞氧化应激代谢途径进而影响胶质瘤细胞的增殖和侵袭
能力．肌酸是细胞能量存储和利用的重要化合物．其浓度在能量代谢减退时增加，在能量代谢增加
时降低．高恶性程度胶质瘤细胞中肌酸含量呈现降低趋势，而 SIRT7 基因低表达胶质瘤细胞中肌酸
含量增加，这很可能与其能量代谢改变有关．综上，癌基因 SIRT7 基因低表达抑制胶质瘤细胞增殖
和侵袭等恶性特性的同时，也使得肿瘤细胞内一些恶性程度相关的代谢物含量发生改变． 
2.4  代谢通路富集分析 
单一分析每种代谢物浓度的改变，很难全面反映细胞整体代谢特征的变化．为了更好地研究
SIRT7 基因低表达胶质瘤细胞株代谢特征的全貌，我们利用网站服务器上系统生物学分析软件
MetaboAnalyst 对所获得的细胞水溶性萃取物中的代谢物信息进行整合和通路富集分析[16,17]，结果如
图 5 所示． 
 
图 5  代谢通路富集分析 
Fig. 5  Pathway enrichment analysis 
 
通过对特征性代谢物的富集分析，我们发现 SIRT7 基因低表达对胶质瘤细胞代谢的影响集中在
氨酰-tRNA 生物合成、酪氨酸代谢、半胱氨酸和蛋氨酸代谢、苯丙氨酸代谢、支链氨基酸降解代谢
等代谢通路上．其中 SIRT7 基因低表达与氨酰-tRNA 生物合成代谢通路的相关性（论文网络版附件
表 S1）最高．有文献[4]报道，SIRT7 基因定位于核仁，SIRT7 基因表达水平与核糖体合成密切相关．而
众所周知核糖体的合成促进蛋白质的翻译．蛋白质翻译过程中氨基酸的活化与搬运离不开氨酰
-tRNA 的作用．此外，细胞核不仅是核糖体作用的主要场所，也是监测细胞应激信号的重要场所．另
外，通路富集分析显示 SIRT7 基因低表达对多种氨基酸代谢通路都有显著影响，这种影响很可能与
SIRT7 蛋白的去乙酰化酶活性相关．有研究[18]表明，SIRT7 基因表达可以调节细胞内质网应激及线
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粒体能量代谢．研究者发现 SIRT7蛋白可以去乙酰化线粒体中心调节子 GABP1，影响其转录活性，
调控细胞能量代谢．通过对 SIRT7 基因低表达胶质瘤细胞株代谢特征的分析，我们发现代谢组学分
析结果与 SIRT7 基因功能研究结果具有潜在的一致性．为了进一步阐明 SIRT7 表达对胶质瘤细胞代
谢的调控机制，后续我们还将开展关键性代谢酶的检测以及代谢通路验证等相关工作． 
3  结论 
我们利用基于 NMR 的代谢组学方法分析了 SIRT7 基因低表达胶质瘤细胞株的代谢特征，指认
了 22 种与癌基因 SIRT7 表达有相关性的特征性代谢物，其中包括乳酸、牛磺酸等胶质瘤恶性表型
相关的标志性代谢物．代谢组学分析结果显示胶质瘤细胞中癌基因 SIRT7 表达很可能是通过调控氨
酰-tRNA 生物合成、酪氨酸代谢、半胱氨酸和蛋氨酸代谢、苯丙氨酸代谢、支链氨基酸降解代谢等
代谢通路从而影响胶质瘤细胞的增殖、侵袭等恶性表型．上述研究结果为进一步阐明癌基因 SIRT7
调控胶质瘤细胞代谢的作用机制提供了理论依据． 
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